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果表明已成功制备含 H5 亚型禽流感病 HA 基因 RNA 片段的病毒样颗粒。该病毒样颗
粒能够耐受核糖核酸酶的消化，具有良好的稳定性和生物安全性。 
其次，通过选择不同的培养基，OD 值及 IPTG 诱导时间优化了病毒样颗粒的诱
导表达条件。并根据 MS2 噬菌体前 130bp UTR 序列的分子调控机制对表达载体进行
优化，进一步构建了 pS1,pS2,pS3 三个表达载体，提高了病毒样颗粒的产量。 
后，以 H5 亚型禽流感病毒病毒样颗粒作为阳性标准品，通过均匀设计的实验
方法优化了实时荧光 PCR 反应体系，并 终得到实时荧光 PCR 检测 H5 亚型禽流感病
毒的阳性对照标准曲线，为 H5 亚型禽流感病毒的准确定量检测提供了基础。 















H5 subtype avian influenza virus （H5 AIV）can infect almost all birds . It seriously 
endanger the development of poultry industry because of its high pathogenicity and 
significant mortality. H5 AIV can also break through species barriers and infect human 
beings directly, which is a serious threat to human life and health. It is important for us to 
detect rapidly H5 AIV. PCR-based methods have become a common means which detect 
H5 AIV rapidly. At present pure nucleic acids and inactivated viruses have been used as a 
quality control in the pcr-based detection , which is lack of good stability and bio-safety. 
So it is significantly important to creat a quality control which has good stability and 
bio-safety. 
Firstly,according to the principle of Armored RNA technology,the H5 AIV HA gene 
fragment was cloned into the expression vector which can express RNase-resistant 
virus-like particles ,then the recombinant expressing virus-like particles was transformed 
into E.coli BL21(DE3) and was induced.The expression products was confirmed by the 
enzyme digestion assay.The virus -like particles RNA was extracted and was checked by 
RT-PCR.The expression products were purified by sucrose density gradient centrifugation 
and observed by transmission electron microscope.A series of experimental results 
indicate that virus-like particles containing H5 AIV HA gene fragment have been 
constructed successfully.That the prepared virus-like particles are resistant to RNase 
makes them have good stability and bio-safety. 
Secondly,the derivational and expressing conditions of the recombinant expressing 
virus-like particles was optimized by choosing different culture mediums,OD and limited 
times IPTG induced.The production of virus-like particles was enhanced by optimizing 
expression vector and contructing three expression vectors such as pS1,pS2,pS3 further 
according to the molecular regulation mechanisms of MS2 bacteriophage 130bp UTR 
sequence. 
At last,the virus-like particles containing H5 AIV HA gene fragment was used as a 















design method,and the standard curve of positive control in the real-time fluorescence 
PCR assay detecting H5 AIV was constructed. To sum up,the virus -like particle 
containing H5 AIV HA gene fragment provide a good basic for the fix quality detection 
of H5 AIV. 



















禽流感(Avian influenza， AI)是禽流行性感冒的简称，又称鸡瘟(Fowl 
plague)，真性鸡瘟或欧洲鸡瘟，它是由禽流感病毒引起的。禽流感病毒(Avian 
influenza virus， AIV) 属于正粘病毒(Orthomyxo virus)科，流感病毒属






加注病毒亚型。例如：A/duck/Hong Kong/339/98(H5N1)是指 1998 年从香港分离的
A 型 H5N1 亚型鸭源流感病毒分离株，实验室编号为 339。按照流感病毒表面糖蛋白
血凝素(hemagglutinin， HA)和神经氨酸酶(neuraminidase， NA)的不同，可将 AIV
进一步分成不同的亚型。迄今为止，已经鉴定了 HA 16 种亚型，即 H1～H16 亚型，
其中 H16 初在黑头鸥中发现[1]。NA 9 种亚型，即 N1～N9 亚型。任一种 HA 与任一
种 NA 结合后即为一种血清亚型，如 H1N3/H5N1/H5N2，理论上有 160 余种亚型，常
见的亚型组合有 136 种。其中 H5，H7，H9 不仅仅感染禽类，在人身上也有发现。到
目前为止，所有高致病性禽流感也都是由 H5 或 H7 亚型禽流感病毒引起的，但是并






















公室及世界动物卫生组织统计，2006 年中国内地共有 7 个省份发生了十起 H5N1 型
高致病性禽流感疫情。在这十起禽流感疫情中，共有 9 万只家禽发病，4.7 万只死
亡，294 万只被扑杀。2007 年中国内地共有三个省份发生了三起 H5N1 型高致病性禽
流感疫情，共有 14680 只家禽死亡，98143 只家禽被扑杀，另外有一人被感染。2008
年至今共发生八起 H5N1 型高致病性禽流感疫情，分别发生在西藏，贵州，广东，江
苏，总共造成 9380 例家禽死亡，另外 655785 只家禽被扑杀，给禽类养殖户带来了
巨大的经济损失。禽流感不仅在我国肆虐，在美洲、欧洲、亚洲、澳大利亚、非洲
等世界上许多国家和地区也都发生过，例如 2008 年共在孟加拉，保加利亚，埃及等
22 个国家和地区发现 H5N1 高致病性禽流感在禽类中的传播。过去人们一直认为禽
流感不会直接感染人，然而 1997 年 8月，香港一名 3岁的男童被证实因感染禽流感
H5N1 亚型病毒而死亡，打破了原有的认识。在随后的数月中，共有 18 人被证实感









AIV 病毒颗粒呈球形或稍微拉长，直径 80-120 nm，由囊膜和核衣壳构成。囊膜
表面有由血凝素和神经氨酸酶组成的纤突覆盖。核衣壳呈螺旋对称。AIV 为单股负
















PA，PB1，PB2 这 3 个大分子组成的聚合酶蛋白与核蛋白 NP 和病毒 RNA 相连接。PB2、
PBl 与合成互补 RNA 有关，PA 具体作用目前还不十分清楚。核蛋白 NP 具有特异性，
是流感病毒划分 A、B、C 型的主要依据，在病毒基因组的转录和复制以及决定宿主










AIV 感染宿主时，通过病毒 HA 与宿主细胞膜表面多糖受体末端的 N-乙酰神经氨
酸(又叫唾液酸)结合并附着于细胞表面，随后细胞膜内陷并逐步包裹病毒颗粒，通
过胞饮作用将病毒吞入宿主细胞内。病毒双层类脂膜与宿主细胞膜融合，释放出核
衣壳。完成该过程的前提是 HA 经过蛋白酶的切割变成 HA1 和 HA2，因此禽流感 HA
是否能裂解形成 HA1 和 HA2 是 AIV 致病的重要因素，在病毒入侵细胞及决定病毒致
病力方面起着关键作用。经研究发现，HA 裂解位点的结构是影响 HA 切割性的主要























多为精氨酸和赖氨酸，存在被泛在性蛋白酶识别的氨基酸序列裂解基元：- R – X - 
K/ R – R (X 代表任意一种碱性氨基酸)[6]。当切割位点的非碱性氨基酸突变为碱










病性的评价。目前免疫学方法用于检测禽流感取得了较多的进展。H5N1 型 HA 蛋白
单克隆抗体通过水合碳二亚胺共价结合到羧基胶乳的表面，为鸡胚尿囊液中禽流感
病毒 H5N1 的检测提供了快速简易的检测方法[10]。He Q 等提出了 Mab AC-ELISA 方法
检测 H5 亚型禽流感[11]。印迹免疫测定法可以用来显示病禽不同部位的染病情况[12]，
胶体金法可用于养殖场或疫情爆发地 AIV 的初步筛选。 
禽流感诊断技术的另一个发展方向是利用分子生物学方法进行禽流感的检测。
黄庚明等建立并优化了检测 AIV 核酸的 DIG 标记的 cDNA 探针杂交法，为临床早期快
速诊断 AIV 提供了新的手段[13]。王秀荣等利用基因芯片技术对 AIV 亚型的检测进行
了尝试，他们将根据 AIV 的 M 基因、NS 基因、H5 基因、H7 基因、H9 基因设计而成
的靶 DNA 探针，点样于载体上制成芯片，同时检验禽流感的型与亚型。结果 H5、H7
亚型能准确检测，但是 H9 亚型则不够理想[14]。2007 年 Wang LC 等将寡聚核苷酸芯
片技术应用于新城疫病毒和禽流感病毒的鉴定[15]。 
随着 PCR 技术的不断发展，大量基于 PCR 的方法被用于禽流感的检测。1986 年，
















合适的引物，以及将获得的 cDNA 进行测序使得 RT-PCR 技术可用于禽流感快速的检
测和亚型的确定[16]。刘明等采用 RT-PCR 对 14 个亚型禽流感病毒标准株检测都成阳
性，对新城疫病毒、传染性法氏囊病毒、传染性支气管炎病毒、传染性喉气管炎病
毒以及减蛋综合症病毒检测都成阴性，显示出该方法高度的特异性及敏感性[17]。
Steininger C 认为 RT-PCR 技术的灵敏度要高于病毒分离和 ELISA，可以避免一些错
误的阴性结果[18]。谢芝勋等参考禽流感病毒 M基因和 HA 基因序列设计了 3对引物，
其中 1对为针对不同 HA 亚型 AIV 的通用引物，另外 2对为分别针对 H5 和 H7 亚型的
特异性引物，通过对多重 RT-PCR 扩增条件的优化，成功建立了快速检测鉴别 AIV H5、
H7 亚型的多重 RT-PCR 方法。此方法对其他常见禽病病原扩增均为阴性，对 AIV RNA、
AIV H5 和 AIV H7 亚型 RNA 的 低检出量分别为 10、100 和 100 pg[19]。 
随着荧光定量 PCR 的出现，禽流感病毒的诊断技术又上了一个新的台阶。和常
规 PCR 检测技术相比，实时荧光 PCR 将目的产物的扩增和检测集于一体，不仅大大
提高了核酸检测的自动化程度，而且有效地消除了 PCR 产物污染。Kiss I 等将 LUX 
RT-PCR(light upon extension fluorogenic primer)用于禽流感病毒的检测[20]。卢
亦愚等针对 H5 亚型禽流感病毒血凝素(HA)基因保守区域设计特异性引物与







拷贝/反应，从病毒核酸提取至检测完成仅需 3 h 左右，操
作简便，重现性好[21]。Li PQ 等根据禽流感 M 基因、H5、H9 基因保守序列分别设计
标有不同荧光标记的 TaqMan 荧光探针进行多重实时荧光定量 PCR 检测，能够鉴别
H5、H9 亚型禽流感，该方法检测灵敏度达到约 10 拷贝/反应[22]。 
1.2 实时荧光 PCR 技术 
实时荧光 PCR 技术是近几年发展起来的新型核酸检测技术，1996 年由美国
Applied Biosystems 公司首先推出。它是在 PCR 反应体系中加入荧光基团，利用荧
光信号积累实时监测整个 PCR 进程， 后通过标准曲线对未知模板进行定量分析。















大大提高了核酸检测的自动化程度，而且有效地消除了 PCR 产物污染。实时荧光 PCR
技术具有很强的定量能力，灵敏度高，线性范围宽，结合各类探针技术更具有极高
的特异性，已经被广泛地应用于分子生物学研究领域和医学诊断过程中。 
1.2.1 实时荧光 PCR 原理 
实时荧光定量 PCR 是在反应体系中加入荧光基团，使产物的数量与检测到的荧
光强度成线性关系，从而得出产物的扩增曲线。理想的 PCR 产物扩增曲线应为 J型，
符合 2
N
方程(其中 N为 PCR 的循环次数)，然而由于 PCR 过程中 dNTP，Taq 酶等原材
料的消耗及产物的指数积累，实际上扩增曲线为 S 型。在 PCR 反应早期，不能将产
生荧光的水平与背景明显区别，之后荧光的产生进入指数期，线性期和 终的平台
期，因此可以在指数期的某一点上检测 PCR 产物的量，并由此推断出起始模板含量。 




移(fluorescence resonance energy transfer， FRET) 现象设计的。FRET 是指通
过供受体发色团之间偶极-偶极相互作用，能量从供体发色团转移至受体发色团，转
移效率与两个发色团之间距离的 6次幂倒数成比例[23，24，25]。 
1.2.2.1 DNA 结合染料法 
SYBR Green I是一种能结合到dsDNA小沟部位的具有绿色激发波长的荧光染料，
它只有与 dsDNA 结合后才会发出荧光。在变性时，DNA 双链分开，不产生荧光；在
复性和延伸时，形成 dsDNA，SYBR Green I 与其结合发出荧光。SYBR Green I 的优
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